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要旨  
 
	 細胞の個性は遺伝子の時間的・空間的・量的発現制御によって形成、維持さ
れる。このような複雑かつ巧妙な遺伝子発現制御の背景には、RNA 結合タンパ
ク質による RNA の局在、安定性、翻訳効率などの制御（転写後制御）があるこ
とが示唆されている。HERMES（HEart And RRM Expressed Sequence）は
RNA recognition motif （RRM）型の RNA 結合モチーフを 1 つもち、網膜組
織においては網膜神経節細胞（以下 RGC）特異的に発現する機能未知の RNA
結合タンパク質である。RGC は軸索を脳に投射することによって網膜が受容・
処理した視覚情報を脳に伝達する唯一の細胞であるが、その特異的な形態や機
能が転写後レベルでどのように制御されるかは明らかにされていない。
HERMES の RGC 特異的な発現は脊椎動物間で広く保存されていることから、
この RNA 結合タンパク質が RGC において何らかの機能的重要性をもつことが
予想される。本研究は HERMES による転写後制御機構の解明を目標に、マウ
ス RGC 由来培養細胞（RGC-5 細胞）を用いた機能解析を行なった。 
	 RGC-5 細胞は、非選択的 PKC 阻害剤スタウロスポリン（STS）の刺激によ
って神経突起を有する神経様の細胞に分化することが知られている。この系に
DsRed 融合 HERMES を強制発現させて HERMES の細胞内局在を検討したと
ころ、HERMES は RGC-5 細胞の分化状態にかかわらず細胞質で顆粒を形成す
ることが示された。生化学的な解析から、HERMES はパラスペックル構成因子
である NonO や PSF、ストレス顆粒構成因子である G3BP1 と分化した RGC-5
細胞の細胞質で特異的に顆粒を形成することが明らかになり、この細胞質性の
顆粒は神経突起にも局在することが示された。ヒストン脱アセチル化酵素阻害
剤トリコスタチン A（TSA）刺激によって分化を誘導した RGC-5 細胞において
も細胞質に HERMES-NonO-G3BP1 顆粒の形成が観察された。この顆粒には
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RNA が含まれることが示唆されたことから、細胞質 HERMES-NonO-G3BP1
顆粒は神経分化に関連して形成される細胞質 RNP（ribonucleoprotein）である
と考えられる。亜ヒ酸や過酸化水素によるストレス条件下において NonO は細
胞質で顆粒化しなかったことから、HERMES-NonO-G3BP1 顆粒はストレス顆
粒ではないことが示唆される。ヒト子宮頸ガンに由来する HeLa 細胞を STS で
刺激しても NonO と G3BP1 の細胞質における顆粒化は誘導されず、HERMES
の過剰発現は NonO, G3BP1 の顆粒化や局在に影響しなかった。これらの結果
は、HERMES-NonO-G3BP1 顆粒が神経細胞特異的に形成される細胞質 RNP
であることを示唆している。さらに、G3BP1 とモータータンパク質である KIF5
が分化した RGC-5 細胞の神経突起で共局在したことから、細胞質
HERMES-NonO-G3BP1 RNP 顆粒は KIF5 との相互作用を介して RNA を神経
突起に輸送する輸送 RNP であると考えられる。 
	 siRNA による Hermes 遺伝子発現抑制は STS 刺激による RGC-5 細胞の分化
に目に見える影響を及ぼさず、また NonO の細胞質における顆粒化にも影響し
なかった。これらの結果は、HERMES が STS 刺激によって誘導される RGC-5
細胞の神経突起伸長や細胞質における NonO の顆粒化を制御しないことを示唆
している。一方、siRNA によって Hermes 遺伝子の発現を抑制した RGC-5 細胞
の集団では、細胞の分化状態に関わらず生細胞数が増加することが明らかにな
った。このことから、HERMES は RGC-5 細胞の増殖を負に、あるいは細胞死を
正に制御すると考えられる。	 
	 以上の結果から、HERMES は分化した RGC-5 細胞において輸送 RNP の構成
因子として働くだけでなく、分化の前後で常に顆粒を形成して細胞増殖や細胞
死を制御する可能性が示唆される。  
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第一章  序論  
 
1.	 はじめに 
多細胞生物は複数の細胞から構成される生命体である。1 個体あたりの細胞数
は少ないものでは 4 個、多いものでは 1 万兆個以上と差があるが、全ての細胞
が一つの受精卵に由来するために原則として同一のゲノムをもつこと、それら
が一つの生命体として協調して働くことは共通な特徴である。我々ヒトを例に
考えてみると、37 兆個もの細胞がそれぞれに専門化した機能（個性）を発揮す
ることで個体の『生』に貢献している。細胞の個性は遺伝子の量的、時間的、
空間的発現制御によって形成・維持されるが、この過程では、転写因子に加え、
RNA 結合タンパク質が重要な役割を担う。RNA 結合タンパク質は標的となる
RNA に結合してスプライシング、輸送、局在化、安定性、翻訳効率などを制御
（転写後制御）することが知られている。脊椎動物では数千の RNA 結合タンパ
ク質がそれぞれに特異性をもって RNA やタンパク質と相互作用することで、複
雑かつ巧妙な転写後制御が行なわれる。神経細胞では分化、成熟、維持、機能
制御の全てのプロセスに RNA 結合タンパク質の関与が示唆されていることか
ら、神経細胞における RNA 結合タンパク質の機能解析は、高次生命現象の根底
にある転写後レベルでの遺伝子発現制御機構の理解に貢献すると考えられる。
そこで、私は網膜組織においては神経節細胞特異的に発現する RNA 結合タンパ
ク質 HERMES に着目し、HERMES による転写後制御機構の解明を目標として
研究を進めた。 
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2.	 HERMES タンパク質 
HERMES（HEart And RRM Expressed Sequence）は RNA recognition motif 
（RRM）型のRNA結合モチーフを 1つもつ、脊椎動物間で良く保存されたRNA
結合タンパク質である（図 1）。初期発生過程においてマウス、ニワトリでは心
臓原基、アフリカツメガエルでは心臓原基、前腎、網膜神経節細胞層（以下RGC）、
松果体での発現が報告されており (Gerber et al., 1999)、近年、HERMES が成
体網膜組織において RGC 特異的に発現すること、その細胞腫特異的な発現パタ
ーンは哺乳類で広く保存されていることが示された (Rodriguez et al., 2014)。
また、アンチセンスモルフォリノによって hermes 遺伝子の機能を阻害したゼブ
ラフィッシュとツメガエルの初期胚では RGC 軸索ブランチングに異常が見ら
れたことから、Hermes が RGC の成熟過程で何らかの機能をもつものと考えら
れる (Hörnberg et al., 2013)。HERMES には機能的な重複が予想される相同遺
伝子 Rbpms2 が存在し、これらはツメガエルとゼブラフィッシュの卵母細胞の
植物極において RNA とタンパク質からなる RNP（ribonucleoprotein）複合体
を形成することが報告されている (Kosaka et al., 2007; Zearfoss et al., 2004)。
ヒ ト 胎 児 腎 細 胞 に 由 来 す る HEK293 細 胞 を 用 い た PAR-CLIP
（ photoactivatable-ribonucleoside-enhanced crosslinking and 
immunoprecipitation）解析は、HERMES が CAC リピートを標的として核と
細胞質の両方で RNA に結合することを示しており、この RNA 結合活性には
RRM ドメインと C 末端領域の両方が必要であることがツメガエルを用いた解
析から示唆されている (Gerber et al., 2002)。HERMES は Ataxin 1, Atrophin 
1, QKI, SMAD2, SMAD3, SMAD4 などのタンパク質と相互作用することが示
唆されているが (Lim et al., 2006; Sun et al., 2006)、分子的役割はほぼ未解明
であり、ツメガエルの初期胚において標的 mRNA の 3’非翻訳領域（UTR）を
介した翻訳抑制が示唆されるに留まっている (Song et al., 2007)。 
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3.	 神経細胞における細胞質 RNP 顆粒 
ツメガエルの RGC では、軸索の成長円錐において Hermes が顆粒状に局在す
ることが報告されている (Hörnberg et al., 2013)。前述のツメガエルとゼブラ
フィッシュ卵母細胞の知見をふまえると、この顆粒は Hermes と他のタンパク
質、RNA からなる RNP であると考えられる。神経細胞には RNA の輸送に関
わる輸送 RNP、細胞がストレスにさらされると出現してハウスキーピング遺伝
子の翻訳抑制に働くストレス顆粒、mRNA 分解装置を含む Processing body（以
下 P ボディ）の 3 種の RNP が存在するが、中でも重要なのが輸送 RNP である。
軸索ガイダンスやシナプス可塑性といった神経細胞に特異的な高次生命現象は、
輸送 RNP による特定の RNA の輸送、局在化とそれに伴う局所的翻訳によって
制御される。軸索ガイダンスでは成長円錐内部での局所的な翻訳がタンパク質
の偏在化を引き起こし、軸索の曲がる方向を決定する。シナプス可塑性は刺激
の入ったシナプスにおいてのみmRNAが翻訳されることでシナプスの伝達効率
に関わる因子が局所的に供給され、制御されると考えられている。輸送 RNP に
は Staufen、FMRP といった RNA 結合タンパク質やシナプス可塑性を制御する
重要な因子であるカルモジュリン依存性キナーゼ II（CamK II）のαサブユニ
ット mRNA、Arc, βアクチンなどのアクチン線維の再編成に関わるタンパク質
をコードする mRNA の他に、リボソームや翻訳制御因子が含まれる (Kanai et 
al., 2004)。輸送 RNP 中の RNA 結合タンパク質はどの RNA を RNP にリクル
ートするか決定するだけでなく、運搬中の RNA の翻訳抑制やシナプス刺激依存
的な翻訳制御に働くことが報告されている。輸送 RNP に含まれる RNA 結合タ
ンパク質は均一でないことから (Antar et al., 2005)、輸送 RNP は複数種存在
してそれぞれに異なる性質をもつものと考えられる。輸送 RNP、ストレス顆粒、
P ボディはいくつかのタンパク質を共有している。eIF4E、FMRP などはその
例で、ストレス顆粒と輸送 RNP には存在するが P ボディには見られないタンパ
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ク質（G3BP）もある (Anderson & Kedersha, 2006)。mRNA のデキャッピン
グ因子である DCP1 や RNA 分解酵素 XRN1 は P ボディにのみ存在して輸送
RNP やストレス顆粒には局在しない。このことは、輸送 RNP とストレス顆粒
が性質的に似通った構造体であることを示唆している。これらにリクルートさ
れた mRNA は、複合体を構成する因子のリモデリングによって、翻訳が抑制さ
れた状態で保管されるのか、複合体から放出されて翻訳されるのか、あるいは P
ボディに受け渡されて分解されるのか、選別されると考えられている (Barbee 
et al., 2006; Cougot et al., 2008; Kedersha et al., 2005)。 
 
4.	 神経細胞における RNA 結合タンパク質の役割 
RNA 結合タンパク質は RNP 顆粒を形成して RNA の輸送、安定性を制御す
るだけでなく、スプライシングや翻訳効率の制御を介して神経細胞の分化を制
御することが示唆されている (Okano et al., 2002)。その代表例として、RRM
をもつ Hu タンパク質と Musashi タンパク質が挙げられる。Musashi は神経系
幹細胞や神経系前駆細胞で強く発現し (Kaneko et al., 2000; Nakamura et al., 
1994; Sakakibara et al., 1996, 2001)、Hu は神経細胞への分化が決定された細
胞や成熟神経細胞で高レベルに発現する (Okano & Darnell, 1997)。Musashi
は mammalian-numb（以下 m-numb）遺伝子の 3’ UTR 上に存在する（G また
は A）UnAGU［n = 1〜3］を基調とする標的配列に結合し、翻訳を抑制するこ
とで未分化能の維持に貢献する (Imai et al., 2001)。m-Numb は神経幹細胞の
分化を抑制する Notch シグナル伝達経路の Notch に直接結合して拮抗すること
で神経細胞の分化を正に調節する (Wakamatsu et al., 1999)。Hu は HuA
（HuR）, HuB, HuC, HuD からなる相同性の高いファミリーを構成し、そのう
ち HuB, HuC, HuD は神経細胞特異的に発現する。Hu は標的 RNA の 3’UTR
に存在する AU-rich element（ARE）に結合し、安定性あるいは翻訳を制御す
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ると考えられている (Deschênes-Furry et al., 2006; Fukao et al., 2009)。この
他にも神経特異的選択的スプライシングを制御する nPTB タンパク質、Nova1
タンパク質などの重要な RNA 結合タンパク質が同定されており (Boutz et al., 
2007; Jensen et al., 2000)、また nPTB のスプライシングアイソフォームである
PTB は 3’ UTR 上のポリピリミジントラクトへの結合を介して標的 RNA の
microRNA-124 への感受性を変化させ、神経分化を抑制するなど (Xue et al., 
2013)、RNA 結合タンパク質を中心とした複雑な転写後制御ネットワークの存
在が示唆されている。 
 
5.	 網膜神経節細胞 
脊椎動物の網膜は発生学的に中枢神経系に属し、比較的単純な構造をとるこ
と、体表に突出して扱い易いことから中枢神経系の良いモデルとして考えられ
てきた。網膜は 5 種類の神経細胞、すなわち RGC、アマクリン細胞、双極細胞、
水平細胞、視細胞からなり、これらの局在化によって脳に見られるような層構
造を形成する（図 2）。網膜が受けた光情報は視細胞によって受容、神経シグナ
ルに変換された後に、双極細胞を経て RGC に伝達される。RGC は細胞の成熟
過程で軸索を脳の外側膝状体、大脳皮質視覚野へと伸展させ、標的細胞とシナ
プス結合を形成（投射）する。網膜が処理した神経シグナルは RGC の軸索を介
して脳へと伝達されるため、RGC は網膜の最終出力ニューロンであると言われ
る。水平細胞とアマクリン細胞は介在ニューロンに分類され、視細胞から RGC
までの縦方向のシグナル経路を修飾する機能をもつ。それぞれの神経細胞は全
く異なる形態や機能を有するが、これらは全て共通の前駆細胞に由来する。RGC
はMath5やBrn3a, Brn3b, Brn3cなどの転写因子の働きによって神経前駆細胞
から最初に分化し (Wang et al., 2002; Xiang et al., 1993)、Ephrin, Sema3D, 
Wnt3 などのガイダンス因子によってお互いの位置関係を保つ形で標的領域内
 9 
の細胞へと投射する (Erskine & Herrera, 2007)。このように、RGC の分化、
成熟過程を制御する機構については多くの知見が得られている。しかしながら、
RGCの網膜最終出力ニューロンとしての機能の背景にどのような分子基盤が存
在し、またそれが RNA レベルでどのように制御されるかは明らかにされていな
い。RGC にはマウス由来の培養細胞株（RGC-5 細胞）が樹立されており (Van 
Bergen et al., 2009)、PKC 阻害剤やヒストン脱アセチル化酵素阻害剤の刺激に
よって神経様細胞への分化を誘導できることから (Wood et al., 2010)、生体や
初代培養細胞では困難な分子レベルの機能解析も比較的簡便に行うことができ
る。 
 
6.	 本研究の概要 
以上のように、RNA 結合タンパク質は神経細胞において重要な働きをもつこ
とがわかっているが、機能が明らかになっているものはごく一部である。そこ
で私は網膜組織では RGC 特異的に発現する Hermes 遺伝子に着目した。
HERMES は RGC において機能解析が行なわれた唯一の RNA 結合タンパク質
である。しかしながらその分子機能は未知であり、HERMES がどのような転写
後制御に関与するのかは謎に包まれている。HERMES の機能解析は、RGC で
特異的に発現する RNA 結合タンパク質の機能を明らかにするだけでなく、RNA
結合タンパク質の細胞種特異性がどのような生理的意義をもつのかを理解する
上で有益な知見をもたらすと期待される。 
本研究では HERMES による転写後制御機構の解明を目標に、RGC-5 細胞を
用いて分子生物学的機能解析を行なった。第二章では実験に用いた材料と実験
方法を示す。第三章では実験結果について述べ、第四章では得られた結果をも
とに HERMES の機能や RGC 特異的に発現する生理的意義について考察する。  
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第二章  材料と方法  
 
1.	 培養細胞 
RGC-5 細胞と HeLa 細胞は 37 °C、5% CO2 条件下で 10% FBS、1% ペニシ
リン-ストレプトマイシンを加えた DMEM 培地（ナカライテスク）を用いて培
養した。継代時はトリプシン-EDTA で細胞をはがし、5000 cell / cm2の細胞密
度で播種した。神経様細胞への分化誘導には DMSO で希釈したスタウロスポリ
ン（シグマアルドリッチ）とトリコスタチン A（シグマ）を用いた。 
 
2.	 プラスミド 
pCS2, HA-HERMES 
HA タグが導入された pCS2＋ベクターに、RGC-5 細胞由来 cDNA を用いて
PCR 増幅した HERMES ORF が XhoI / XbaI サイトで挿入されている。 
 
mHermes F1 (5'-ORF)： CCCTCGAGATGAACGGCGGCGGCAAAGC 
mHermes R2 (201, 3'-ORF)： GCTCTAGATCAGCAGAACTGCCGTGACT 
 
pCS2, FLAG-HERMES 
	 FLAG タグが導入された pCS2＋ベクターに、RGC-5 細胞由来 cDNA を用い
て PCR 増幅した HERMES ORF が EcoRI / XbaI サイトで挿入されている。 
 
mHermes F2 (5'-ORF, EcoRI)： CGGAATTCATGAACGGCGGCGGCAAAGC 
mHermes R2 (201, 3'-ORF)： GCTCTAGATCAGCAGAACTGCCGTGACT 
 
pCS2, DsRed 
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 当研究室で作成されたものを使用。 
 
pCS2, DsRed-HERMES 
	 pCS2, HA-HERMES を XhoI / NotI で切り出し、pCS2, DsRed プラスミドの
XhoI / NotI サイトに挿入した。 
 
pCS2, GFP 
	 当研究室で作成されたものを使用。 
 
pCS2, GFP-NonO 
	 pCS2, GFP の XhoI / XbaI サイトに NonO ORF 配列を挿入した。 
NonO ORFはRGC-5細胞由来 cDNAと下記のプライマーを用いてPCRにより
増幅した。 
NonO F1：CCCTCGAGATGCAGAGCAATAAAGCCTT 
NonO R1：GCTCTAGACTAATATCGGCGGCGTTTAT 
 
pCS2, FLAG-NLS-MS2 coat protein-EGFP-SV40 
	 当研究室で作成されたものを使用。 
 
3.	 トランスフェクション 
	 QIAGEN 社の polyfect reagent を用いてトランスフェクションを行った。
5000 cell / cm2で播種した細胞を 48 時間培養し、下の表に示す量のプラスミド
を血清・抗生物質不含 DMEM 培地に懸濁して polyfect を加えた。Voltex で良
く混ぜ、室温で 5 分インキュベートした後に、新しい培地に置換した細胞培養
皿に添加した。 
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4.	 siRNA による遺伝子発現抑制実験 
	 Dharmacon社のDharmafect 4 reagentを用いて siRNAのトランスフェクシ
ョンを行った。12 well multiplate に 5000 cell / cm2で 播種した細胞を 24 時間
培養し、終濃度 50 nM 分の siRNA（Dharmacon）と 1.2 ul の Dharmafect 4
を血清・抗生物質不含 DMEM 培地でそれぞれ 100 ul にメスアップし、よくピ
ペッティングして室温で 5 分静置した。これらを併せてピペッティングで懸濁
し、室温で 20 分静置した。抗生物質不含 DMED 培地で 1 ml にメスアップし、
古い培地を除いた培養皿に添加して 48 時間培養した。STS 刺激による分化誘導、
プラスミドのトランスフェクションは siRNA を導入してから 24 時間後に行っ
た。6 well multiplate を用いる場合も同じ密度で細胞を播種し、同じ終濃度の
siRNA を倍量の試薬で調製して細胞に添加した。 
 
5.	 細胞免疫染色 
	 live cell imaging 同様トランスフェクション後 24 時間培養した細胞を準備し、
PBS で 2 回洗い、3% ホルマリン / PBS で室温 15 分静置して固定した。PBS
で 2 回洗浄後、0.1% Triton / PBS を加え、室温で 15 分静置した。PBS で 2 回
洗浄し、ブロッキングエースで室温 30 分ブロッキングした。その後 2% BSA / 
PBS で希釈した一次抗体を細胞にマウントし、4 °C でオーバーナイト反応させ
た。一次抗体には、抗アセチル化チューブリン抗体（1:5000, Developmental 
Studies Hybridoma Bank）, 抗NonO抗体（1:400, SIGMA）, 抗PSF抗体（1:200, 
SIGMA）, 抗 G3BP1 抗体（1:200, abcam）, 抗 KIF5A 抗体（1:200, Bethyl）, 
抗 PABP 抗体（1:600, Abcam）, 抗 hnRNP K 抗体（1:500, Abcam）を用いた。
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PBS で 3 回洗い、2% BSA / PBS で 500 倍希釈した Alexa Fluor® 488 goat 
anti-rabbit IgG、Alexa Fluor® 546 goat anti-mouse IgG を細胞にマウントし、
室温で 30 分間反応させた。PBS で 3 回洗浄した後、Fluosavor（退色剤）をの
せて封入した。細胞内の RNA はホルマリン固定した細胞を 500 nM SYTO 
RNASelect（Life Technologies）で室温、20 分インキュベートすることで染色
し、脱膜、ブロッキングの後に一次抗体反応を行った。 
 
6.	 培養細胞からの RNA 回収 
	 培養細胞からの total RNA 抽出は ISOGEN（ニッポンジーン）を用いて行っ
た。方法は推奨プロトコルに従った。 
 
7.	 RT-PCR 
	 RNA 溶液からの cDNA 合成は PrimeScript™ II 1st strand cDNA Synthesis 
Kit（タカラバイオ）を用いてプロトコルに従い行った。PCR 反応は Ex taq ポ
リメラーゼを用い、そのプロトコルに従った。 
HERMES qPCR 用プライマー 
mHermes F1：TTCAAGGGCTATGAAGGTTCTCTC 
mHermes R1：TTTGGAGTCCCTACGAGTTTGTTC 
 
8.	 細胞抽出液の作成 
	 PBS で細胞を 1 回洗浄し、1 ml PBS とともに細胞をスクレーパーではがしと
って回収した。D バッファー [20mM HEPES-KOH (pH7.9), 50mM KCl, 
200uM EDTA, 4 % グリセロール] に細胞を懸濁し、超音波破砕を行うことで細
胞破砕液を得た。これを 4 °C、15,000 rpm で 5 分遠心し、上清を細胞抽出液と
した。 
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9.	 免疫沈降 
	  PBS で細胞を 1 回洗浄し、1 ml PBS とともに細胞をスクレーパーではがし
とって回収した。Complete Mini EDTA free（ロシュ）を加えた IP buffer [25 mM 
Tris, 150 mM NaCl, 1% NP40, 1 mM EDTA, 5% グリセロール] 300 ul でペレ
ットを懸濁し、超音波破砕を行った（5sec sonication を 10 cycle）。これを 4 °C、
15,000 rpm で 5 分遠心し、上清を細胞抽出液とした。抗体 3 または 5 ug, protein 
G / A beads 15 ul（Life Technologies）を 200 ul IP buffer に加え、4 °C で 30
分 rotate することで抗体-protein G / A beads 複合体を得た。抗体には抗 HA 抗
体（Bethyl）, 抗 FLAG 抗体（Sigma-Aldrich）, 抗 G3BP1 抗体を用いた。細
胞抽出液を加えて IP buffer で 500 ul にメスアップし、得られた抗体-ビーズ複
合体を加えて 4 °C で 1 時間 rotate した。IP buffer で 6 回洗浄した後、1 ml PBS
を加えてピペッティングにより懸濁した。500 ul ずつエッペンに分注し、30 ug 
/ mL RNase A を 3 ul 加えて 4 °C、1.5 時間 rotate した。PBS で 2 回洗い、LDS 
sample buffer を加えて 95 °C、5 分間熱変性処理を行った後に上清を回収して
ウェスタンブロッティングの泳動サンプルとした。免疫沈降のネガティブコン
ト ロールとして、抗体の代わりに normal mouse / rabbit IgG（SantaCruz）
を用い、RNase 処理のネガティブコントロールには当量の水を用いた。 
 
10.	 ウェスタンブロッティング 
	 細胞抽出液に LDS sample buffer を加えて 95 °C、5 分熱処理したサンプル、
または免疫沈降より得られた泳動サンプルを 10% SDS-PAGE で電気泳動し、
PVDF 膜に転写した。転写した PVDF 膜を 2% スキムミルクまたは 5% 
EasyBlocker（GeneTex） / PBST でブロッキングし、ブロッキング剤で希釈
した一次抗体に反応させた。一次抗体には抗 FLAG 抗体（1:1000）, 抗 NonO
抗体（1:2000）, 抗 RBPMS 抗体（SantaCruz, 1:200）, 抗β-ACTIN 抗体（Cell 
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Signaling Technology, 1:1000）, 抗 G3BP1 抗体（1:1000）, 抗 HA 抗体（1:5000）
を用いた。PBST で 5 分、3 回洗浄後、ブロッキング剤で 2000 倍に希釈した
HRP 標識二次抗体（GE Healthcare, GeneTex）と反応させた。検出には
Luminata Forte Western HRP substrate（ミリポア）を使用した。 
 
11.	 質量分析 
	 免疫沈降から得られた IP サンプルを 10% SDS-PAGE で泳動し、Dodeca 
Silver Stain Kit, Small （Bio-Rad）を用いてプロトコルに従って染色した。
MilliQ ですすいだカミソリでバンドを切り出し、神戸大学アイソトープセンタ
ーに質量分析を 外注した。 
 
12.	 ゼブラフィッシュ 
	 ゼブラフィッシュ（Danio rerio）は水温 28.5 °C、明期 14 時間、暗期 10 時
間の条件で飼育した。受精卵は前日にゼブラフィッシュの雌雄を数匹ずつ同じ
水槽にいれ、翌日の朝に採取し、その後、28.5 °C で発生させた。 
 
13.	 ホールマウント免疫染色 
	 ゼブラフィッシュ 48 時間胚を 4％ PFA / PBS で室温 2 時間固定し、MeOH
置換した後に Protease K で処理して室温、1 時間、ブロックエース（DS ファ
ーマバイオメディカル）でブロッキングした。500 倍希釈した抗 zHermes 抗体 
(Kosaka et al., 2007) で 4 °C、オーバーナイト反応させた後、PBST で 30 分 4
回洗った。その後 1500 倍に希釈した Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG
（Life Technologies）で 4 °C オーバーナイト反応させ、10% スクロースに置
換した後に Tissue-Tek O.C.T. Compound（SAKURA）に包埋して凍結サンプ
ルを得た。これをクリオスタットで 10 um に薄切して蛍光顕微鏡下で観察した。 
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第三章  結果  
 
1.	 zHermes はゼブラフィッシュ初期胚の網膜組織において RGC 特異
的に発現する 
	 Hermes が網膜組織において RGC 特異的に発現することを確かめるため、当
研究室でモデル動物として維持しているゼブラフィッシュを用いて Hermes の
タンパク質レベルでの組織内局在を調べることにした。これまでに、受精後 39
時間（39 hpf）のゼブラフィッシュ網膜で RGC 特異的な zHermes の発現が観
察されており (Hörnberg et al., 2013)、また 48 hpf には視神経が確認できるこ
とから (Dooley & Zon, 2000)、本研究では 48 hpf のゼブラフィッシュ網膜から
作成した凍結切片を用いて抗 zHermes 抗体と RGC のマーカーとして知られる
抗 Zn-8 抗体による免疫染色を行った。結果、zHermes と Zn-8 の発現する層の
一致が見られ、zHermes がゼブラフィッシュ初期胚において RGC 層特異的に
発現することが確認できた（図 3）。 
 
2.	 HERMES は RGC-5 細胞で恒常的に発現し、細胞質顆粒を形成する 
	 RGC-5 細胞は非選択的プロテインキナーゼ C（PKC）阻害剤スタウロスポリ
ン（以下 STS）の刺激により神経様の形質を獲得することが知られている 
(Wood et al., 2010)。そこで当研究室でもRGC-5細胞の分化系を確立するため、
論文で報告のある 316 nM STS で RGC-5 細胞を 24 時間刺激し、成熟した神経
のマーカーとして知られる抗アセチル化チューブリン抗体を用いて免疫染色を
行った。結果、RGC-5 細胞は STS 刺激下においてアセチル化修飾されたチュー
ブリンを有する神経突起様の構造体を効率良く形成した（図 4A）。このことか
ら私は 316 nM STS による 24 時間刺激が RGC-5 細胞の分化を誘導するのに十
分であると結論付け、以後この条件で実験を行うこととした。Hermes 遺伝子の
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発現レベルが細胞の分化状態によって変化するかを調べるために、STS で刺激
した細胞（分化した RGC-5 細胞）と未刺激の細胞（未分化 RGC-5 細胞）の total 
RNA から cDNA を合成し、リアルタイム PCR による Hermes mRNA の定量
を行った。結果、Hermes mRNA 量は細胞の分化状態に関わらず一定であるこ
とが示唆された（図 4B）。次に HERMES の細胞内局在を明らかにするため、
DsRed を N 末端に融合した HERMES 組換えタンパク質（DsRed-HERMES）
を RGC-5 細胞に強制発現させ、蛍光顕微鏡下で観察した（図 5A）。核は N 末
端に核局在シグナルを付加した GFP（NLS-GFP）をコトランスフェクション
することで可視化した。コントロールとして DsRed 発現ベクターを用いた（図
5B）。細胞の分化状態に関わらず、HERMES は細胞質に局在して顆粒状の構造
体を形成した。また、STS で分化を誘導した細胞では神経突起の先端にも
HERMES 顆粒が観察された（図 5C 矢頭）。以上の結果は、HERMES が RGC-5
細胞の分化の前後で顆粒化して機能する可能性を示唆している。 
 
3.	 Hermes 遺伝子発現抑制は RGC-5 細胞の生存を亢進する 
	 STS は様々な細胞でアポトーシスを誘導することが知られており、本研究で
RGC-5 細胞の分化誘導に用いた条件でもアポトーシスが惹起されうることが報
告されている (Schultheiss et al., 2012)。実際、STS で刺激した RGC-5 細胞で
は未刺激の細胞に比べて培養皿からの剥離が顕著になり、著しい生細胞数の減
少が観察された（図 6A）。この細胞数の減少に HERMES が関与するか調べる
ため、siRNA で Hermes 遺伝子をノックダウンした RGC-5 細胞を STS で刺激
し、生細胞数の計測を行った。結果、Hermes 遺伝子ノックダウンは STS によ
る生細胞数の減少を是正することが明らかになった（図 6A）。また、STS で刺
激しなかったRGC-5細胞においてもHermes遺伝子ノックダウンによる生細胞
数の増加が観察された。siRNA をトランスフェクションした細胞について抗ア
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セチル化チューブリン抗体による免疫染色を行ったところ、control siRNA と
Hermes siRNA で同様の染色像が観察され、HERMES が RGC-5 細胞の分化に
必須ではないことが示された（図 6B）。siRNA による Hermes 遺伝子のノック
ダウン効率は RT-PCR で確認した（図 6C）。 
 
4.	 HERMES は STS 刺激によって RNA の介在なしに NonO と結合す
る 
	 RGC-5 細胞における HERMES の分子機能を明らかにするために、HERMES
と相互作用するタンパク質の同定を図 7 に示す方法で行った。まずは RGC-5 細
胞に発現する全てのタンパク質から HERMES と結合する物だけを単離するた
めに、N 末端に FLAG タグを融合した FLAG-HERMES 組換えタンパク質を
RGC-5 細胞に強制発現させ、それらの細胞から抽出液を作成して抗 FLAG 抗体
による免疫沈降を行った。得られた免疫沈降物はポリアクリルアミドゲル電気
泳動（SDS-PAGE）によって分子量で分離した後に、銀染色で可視化した。未
分化 RGC-5 細胞と分化した RGC-5 細胞の免疫沈降物の泳動パターンを比較し
た結果、分化した RGC-5 細胞特異的に HERMES に結合するタンパク質が得ら
れ た （ 図 8A ）。 そ れ ら は NonO （ Non-POU Domain-Containing 
Octamer-Binding Protein ） と PSF （ Polypyrimidine Tract-Binding 
Protein-Associated-Splicing Factor）であることが質量分析より示唆された。
図 7 の方法で得られた免疫沈降物について抗 NonO 抗体によるウェスタンブロ
ッティングを行ったところ、NonO が STS 刺激下でのみ HERMES に結合する
こと、またその結合は RNase 処理による RNA 分解の影響を受けないことが明
らかになった（図 8B）。以上のことは、STS 刺激をきっかけとして HERMES
が NonO と直接的に相互作用することを示唆している。抗 PSF 抗体によるウェ
スタンブロッティングから HERMES が PSF と結合するという予備的な知見を
 19 
得ているが、非常に弱い相互作用であったために図には示さない。 
 
5.	 HERMES と NonO は STS 刺激下で細胞質顆粒を形成し、神経突起
で共局在する 
	 NonO, PSF は核に局在するタンパク質で、機能未知の核内構造体パラスペッ
クルの構成因子として知られるほか、転写、スプライシング、mRNA の核内リ
テンションなどを制御することが報告されている (Shav-Tal & Zipori, 2002)。
また、神経細胞の細胞質では mRNA の輸送に関与することが示唆されており、
核だけでなく細胞質においても重要な役割を担うと考えられる (Kanai et al., 
2004)。そこで、まずは RGC-5 細胞における NonO の細胞内局在を調べるため
に、抗 NonO 抗体による免疫染色を未分化 RGC-5 細胞と分化した RGC-5 細胞
について行った（図 9A）。結果、NonO は未分化 RGC-5 細胞では核にのみ局在
するが、分化した RGC-5 細胞では核に加えて細胞体や神経突起で顆粒状に局在
することが明らかになった（図 9A 矢頭）。抗 NonO 抗体と抗 PSF 抗体を用い
た免疫二重染色は、PSF が RGC-5 細胞の神経分化の前後で NonO と同様の局
在様式をとり、この 2 つのタンパク質が核・細胞質を問わず常に共局在するこ
とを示した（図 9B）。次に、STS 刺激下で観察される NonO 顆粒が HERMES
顆粒と共局在するか調べるために、GFP 融合 NonO タンパク質（GFP-NonO）
と DsRed-HERMES を RGC-5 細胞に強制発現させて蛍光顕微鏡による観察を
行った（図 9C）。大部分の未分化 RGC-5 細胞では GFP-NonO は内在性 NonO
同様に核にのみ局在したが、一部の細胞では核局在に加えて細胞質での顆粒形
成も観察された。対して、DsRed-HERMES は細胞質に限定的に局在し、多く
の細胞で GFP-NonO と DsRed-HERMES が相互排他的に局在することが観察
された。STS 刺激によって分化した RGC-5 細胞では、DsRed-HERMES と
GFP-NonO の顆粒が神経突起で観察され、それらは部分的に共局在することが
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明らかになった（図 9C 矢頭）。さらに細胞内の RNA を SYTO® RNASelect で
標識し、抗 NonO 抗体による免疫染色を行ったところ、STS 刺激によって形成
された細胞質性のNonO顆粒はRNAと共局在したことから、NonO顆粒がRNA
を含む複合体、すなわち RNP であることが示唆された（図 9D 矢頭）。以上の
結果は、STS 刺激によって分化した RGC-5 細胞では、何らかの機構で NonO
が細胞質に移行し、HERMES とともに RNP 顆粒を形成すること、しかし一方
で、未分化 RGC-5 細胞においても強制発現させた NonO では細胞質へのミスロ
ーカリゼーションが起こりうることを示唆した。NonO の顆粒化や細胞内局在
が HERMES によって制御されるか調べるために、Hermes 遺伝子と機能的な
重複が疑われる Hermes2（一般に Rbpms2 として知られる）遺伝子の発現を
siRNA で抑制した RGC-5 細胞に GFP-NonO を強制発現させ、蛍光観察を行っ
た。結果、Hermes 遺伝子の発現抑制は、細胞の分化状態に関わらず、GFP-NonO
の顆粒化と細胞内局在に影響を及ぼさなかった（図 10A, B）。siRNA による遺
伝子発現抑制効果は、Hermes と Hermes2 のそれぞれに特異的なプライマーを
用いた RT-PCR と HERMES と HERME2 の両方に反応する抗 RBPMS 抗体を
用いたウェスタンブロッティングによって確認した（図 11）。以上の結果から、
NonO の顆粒化や局在の制御に HERMES は必須ではないことが示唆された。 
 
6.	 HERMES と NonO は STS 刺激下でストレス顆粒マーカーである
G3BP1 と相互作用する 
	 近年、ヒト胎児由来腎臓細胞（HEK293 細胞）を用いた解析により、HERMES
はストレス条件下で G3BP1 と共局在することが示された (Farazi et al., 2014)。
G3BP1 はストレス顆粒（以下 SG）と呼ばれる多数の RNA 結合タンパク質と
RNA からなる細胞質構造体の主要な構成因子であり、SG の形成に重要な役割
をもつことが示唆されている (Matsuki et al., 2013; Vanderweyde et al., 
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2013)。HERMES が RGC-5 細胞においても G3BP1 と相互作用するか調べるた
め、HA タグ付き HERMES 組換えタンパク質（HA-HERMES）を RGC-5 細
胞に強制発現させ、細胞抽出液を作成して抗 HA 抗体による免疫沈降を行なっ
た。得られた免疫沈降物について抗 G3BP1 抗体と抗 HA 抗体を用いたウェスタ
ンブロッティングを行なった結果、RGC-5 細胞の分化状態にかかわらず、
G3BP1 と HERMES の間には常に弱い相互作用があることが明らかになった
（図 12A）。この相互作用はRNase A処理によってしばしば減弱したことから、
RNA が部分的に介在する可能性が示唆された。同じ実験をヒト子宮頸癌由来培
養細胞株（HeLa 細胞）を用いて行なったところ、RGC-5 細胞同様に
HA-HERMES と G3BP1 の相互作用が同定できたが、RNA を介さない点が異
なっていた（図 12B）。これらの結果は、HERMES と G3BP1 の相互作用がど
のような細胞でも起こりうることを示唆している。 
	 次に、G3BP1 と NonO の相互作用を調べるために、未分化・分化した RGC-5
細胞から細胞抽出液を作成し、抗 G3BP1 抗体を用いて免疫沈降を行なった。結
果、内在性 G3BP1 と NonO は STS による分化誘導の有無にかかわらず、常に
相互作用することが明らかになった（図 13A）。RNase によって RNA を取り除
いた後も G3BP1-NonO の結合は維持されたことから、この 2 つのタンパク質は
RNA を介さず直接的に相互作用すると考えられた。G3BP1 と NonO が RGC-5
細胞において共局在するか調べるため、抗 G3BP1 抗体と抗 NonO 抗体を用い
た免疫二重染色を STS で刺激した細胞と未刺激の細胞について行なった。結果、
G3BP1 は未分化 RGC-5 細胞においては核と細胞質に一様に存在したが、分化
したRGC-5細胞では細胞体や神経突起に顆粒を形成して局在することが観察さ
れた（図 13B 矢頭）。この細胞質の G3BP1 顆粒は NonO 顆粒と共局在した。
以上の結果は、STS 刺激による分化誘導をきっかけとして、HERMES が NonO
と相互作用することで HERMES, NonO, G3BP1 を構成因子とする細胞質 RNP
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顆粒が形成されることを示唆している。 
 
7.	  HERMES-NonO-G3BP1 RNP 顆粒はストレス顆粒ではない 
	 SG は細胞がストレスに曝されたときに形成される構造体で、mRNA の安定
化や翻訳抑制に働くと考えられている (Anderson & Kedersha, 2006; Buchan 
& Parker, 2009)。本研究で見出した細胞質性の HERMES-NonO-G3BP1 RNP
顆粒は SG なのか、あるいは G3BP1 を含む SG 以外の RNP なのかを検証する
ために、ストレス条件下においたRGC-5細胞について抗NonO抗体と抗G3BP1
抗体による免疫二重染色を行なった。細胞ストレスの誘導には亜ヒ酸と H2O2
を用いた。結果、亜ヒ酸、H2O2 で処理したいずれの RGC-5 細胞においても細
胞質に G3BP1 顆粒が観察され、SG の形成に十分な細胞ストレスが加わったこ
とが示唆された（図 14 矢頭）。一方 NonO の局在は核に限定されており、細胞
質における NonO 顆粒の形成は認められなかった（図 14）。この結果は NonO
を構成因子とする細胞質 RNP 顆粒が細胞ストレスに応答して形成される構造
体ではないことを示しており、HERMES-NonO-G3BP1 RNP 顆粒が SG ではな
いことを示唆している。 
 
8.	 ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤トリコスタチン A による分化誘導
刺激によっても HERMES-NonO-G3BP1 RNP 顆粒は形成される 
	 これまでの結果から、HERMES は STS の刺激下で NonO, G3BP1 と細胞質
RNP 顆粒を形成する可能性があることが明らかになった。しかしながら
HERMES-NonO-G3BP1 RNP 顆粒の形成に STS がどのように作用するかは未
知であり、STS によって RGC-5 細胞に神経分化が誘導された結果この RNP 顆
粒が形成されるのか、あるいは STS が PKC などの細胞内酵素を阻害したため
にこのような構造体が副産物として生まれるのかは検討すべき問題である。そ
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こで、STS とは異なる機序で RGC-5 細胞に神経分化を誘導すると考えられてい
るヒストン脱アセチル化酵素阻害剤トリコスタチン A（TSA）を用いて RGC-5
細胞を処理し (Kim et al., 2012; Schwechter et al.)、抗 NonO 抗体と抗 G3BP1
抗体による免疫二重染色を行なった。結果、TSA 刺激によって神経分化した
RGC-5 細胞では細胞質性の NonO, G3BP1 顆粒が観察され、それらが神経突起
においても共局在することが示された（図 15A 矢頭）。また DsRed-HERMES
と GFP-NonO を強制発現させた RGC-5 細胞では、TSA 刺激による GFP-NonO
の 細 胞 質 移 行 が 観 察 さ れ 、 神 経 突 起 に お い て GFP-NonO 顆 粒 と
DsRed-HERMES 顆粒が共局在することが明らかになった（図 15B 矢頭）。以
上の結果は STS 刺激下で得られた HERMES, NonO, G3BP1 の挙動と一致して
おり、HERMES-NonO-G3BP1 RNP 顆粒が RGC-5 細胞の神経分化に関連して
形成される細胞質顆粒であることを強く示唆している。 
 
9.	 HERMES-NonO-G3BP1 RNP 顆粒は神経細胞特異的に形成される
輸送 RNP である 
	 最後に、神経細胞でない細胞を STS で刺激しても HERMES-NonO-G3BP1 
RNP 顆粒が細胞質に形成されるか検討した。RGC-5 細胞と同じ条件で刺激した
HeLa細胞を抗NonO抗体と抗G3BP1抗体で免疫二重染色し、観察を行なった。
結果、STS で刺激していないコントロールの HeLa 細胞と同様に、STS で刺激
した HeLa 細胞の NonO は核に限定的に局在し、G3BP1 は核と細胞質に一様に
局在した（図 16A）。一方、亜ヒ酸処理によってストレスを与えた HeLa 細胞で
は細胞質に G3BP1 顆粒が観察できたことから（図 16A 矢頭）、実験に使用した
HeLa 細胞は細胞質 RNP 顆粒を形成し得る細胞であることが示された。これら
の結果は、非神経細胞である HeLa 細胞を STS で刺激しても、分化した RGC-5
細胞で見られるような細胞質性の NonO, G3BP1 顆粒は形成されないことを示
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している。 
	 HeLa 細胞は Hermes 遺伝子の発現が低い細胞であると言われている 
(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=RBPMS) 。先の実験で
NonO と G3BP1 が細胞質顆粒を形成しなかったのは、HERMES の発現量が不
十分であったからである可能性がある。そこで HeLa 細胞に DsRed-HERMES
と GFP-NonO を強制発現させ、HERMES の存在が NonO の細胞内局在にどの
ような影響を及ぼすか検討した。結果、STS で刺激しなかった HeLa 細胞では
DsRed-HERMES は細胞質に、GFP-NonO は核に局在して顆粒を形成すること
が示された（図 16B）。また STS で刺激した細胞では DsRed-HERMES と
GFP-NonO の顆粒化は認められなかったが、それぞれが細胞質と核に局在して
細胞内で住み分けていることが観察できた（図 16B）。STS で刺激した HeLa
細胞では、細胞状態の悪化が原因であると思われる著しいトランスフェクショ
ン効率の低下が見られ、これにより DsRed-HERMES と GFP-NonO の顆粒化
が妨げられたものと考えられる。以上の結果から、HERMES が十分に存在する
HeLa 細胞においても STS 刺激誘導性の細胞質 NonO, G3BP1 顆粒は形成され
ないことが明らかになり、HERMES-NonO-G3BP1 顆粒は神経細胞特異的に形
成される細胞質 RNP 顆粒であることが示唆された。 
	 これまでに NonO がキネシンスーパーファミリータンパク質（KIF）に属す
る分子モータータンパク質 KIF5 と相互作用して輸送 RNP の一因として振る舞
う 可 能 性 が 示 唆 さ れ て い る  (Kanai et al., 2004) 。 そ こ で 、
HERMES-NonO-G3BP1 RNP 顆粒と KIF5 との相互作用を検証するために、
G3BP1 と KIF5 の神経特異的アイソフォームである KIF5A に対する抗体を用
いて RGC-5 細胞の免疫二重染色を行った。結果、KIF5A は分化した RGC-5 細
胞 の 神 経 突 起 で G3BP1 と 共 局 在 す る こ と が 明 ら か に な り 、
HERMES-NonO-G3BP1 RNP 顆粒が KIF5 と相互作用する可能性が示唆され
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た（図 17 矢頭）。 
	 さらに、ストレス顆粒や輸送 RNP の構成因子としてこれまでに報告されてい
る hnRNP K, PABP, STAU1, SMN, TIA-1 が HERMES-NonO-G3BP1 顆粒に
含まれるかを免疫二重染色によって検証した (Anderson & Kedersha, 2006; 
Torvund-Jensen et al., 2014)。結果、NonO と hnRNP K、PABP と G3BP1 は
RGC-5 細胞の分化状態によらず非常に良く似た局在をとり、STS 刺激下では
hnRNP K, PABP の顆粒が NonO, G3BP1 の顆粒と神経突起でそれぞれ共局在
することが示された（図 18A, B 矢頭）。また、hnRNP K 顆粒と PABP 顆粒の
神経突起における共局在も観察された（図 18C）。これらは、hnRNP K, PABP
が HERMES-NonO-G3BP1 RNP 顆粒の構成因子であることを示唆している。 
	 以上の結果から考えられるスキーム図を図 19 に示す。 
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第四章  考察  
 
1.	 HERMES は RGC-5 細胞の細胞質において顆粒を形成する	 
	 HERMES は、RGC-5 細胞の分化状態にかかわらず、常に細胞質で顆粒を形成
した。しかしながら NonO, PSF, hnRNP K は分化した細胞の HERMES 顆粒にの
み含まれることが示唆され、HERMES 顆粒を構成する因子が分化の前後で均一
ではないことが明らかになった。このことから、HERMES は細胞の分化状態に
応じて性質の異なる顆粒を形成する可能性が考えられる。本研究では、STS や
TSA で刺激していない細胞を『未分化細胞』、これらの化合物刺激によって神経
突起を形成した細胞を『分化した細胞』と定義づけている。これは RGC-5 細胞
の分化条件を検討した論文に則ってのことであるが	 (Wood et al., 2010)、ここで
いう『未分化』な状態とは、生体内ではどのような状態に相当するのだろうか。	 
未分化 RGC-5 細胞において、RGC の分化後に発現する転写因子 Brn3a が発現し
ていることを RT-PCR で確認しており（データ示さず）、またツメガエル網膜で
は hermes mRNAはRGCの分化直後から発現し始めること	 (Hörnberg et al., 2013)、
RGC-5 細胞において Hermes mRNA は分化状態によらず一定のレベルで発現し
たことをふまえると、未分化 RGC-5 細胞は細胞運命を決定づけられる前の細胞
ではなく、ある程度分化が進行した細胞であると考えられる。Hörnberg らの論
文は、ツメガエルRGCの成長円錐に xHermes顆粒が存在することを示しており、
本研究で同定したHERMES顆粒が培養細胞でのみ形成されるアーチファクトで
はないこと、生体においても HERMES-NonO-G3BP1 RNP 顆粒が形成される可能
性があることを強く示唆している。	 
	 NonO は分化誘導刺激によって最もダイナミックに局在が変化した HERMES
顆粒構成因子である。未分化な RGC-5 細胞では NonO は核に限定的に局在する
が、分化した RGC-5 細胞では核に加えて細胞質にも局在するようになる。NonO
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の細胞質局在を示した論文はこれまでになく、KIF との生化学的な相互作用から
輸送 RNP の構成因子である可能性が示唆されていたのみである	 (Cambray et al., 
2009; Kanai et al., 2004)。NonO を一員とする輸送 RNP と KIF の相互作用には、
RRM 型の RNA 結合ドメインをもつセリン/スレオニンキナーゼ KIS の介在が示
唆されている (Cambray et al., 2009)。では、STS や TSA による分化誘導刺激は、
どのようにして NonO の細胞質への移行を誘導したのであろうか。考えられる
可能性の一つに、NonO の核外輸送の亢進がある。hnRNP K は核局在シグナルと
nucleo-cytoplasmic shuttling（NS）ドメインを併せ持つ RNA 結合タンパク質で 
(Michael et al., 1997)、ERK（extracellular signal-regulated kinase）による NS ドメイ
ン内のセリン残基のリン酸化によって細胞質に移行し、翻訳抑制に働く 
(Michael et al., 1997)。hnRNP K は未熟な神経細胞では核に限定的に局在するが、
成熟した神経細胞では核と細胞質の両方に局在する (Liu et al., 2008)。これらは、
神経細胞の成熟にともなう細胞内シグナルの変化が hnRNP K の細胞質移行を誘
導することを示唆している。NonO は、このような神経分化にともなって核から
細胞質に移行する因子と相互作用することで、積極的に核外に輸送されている
のかもしれない。NonO の局在と核外輸送の関係は、代表的な核外輸送受容体で
あるCRM1/Exportin1をレプトマイシンBで阻害した細胞に分化誘導刺激を加え、
NonO の細胞内局在を観察することで検討したい。 
	 
2.	 細胞質 HERMES 顆粒の機能	 
	 1. で述べた通り、HERMES 顆粒を構成する因子は細胞の一生を通じて均一で
はない。神経突起を伸長する前（未分化 RGC-5 細胞）では NonO, PSF, hnRNP K
を含まない顆粒を、神経突起伸長後（分化した RGC-5 細胞）ではこれらのタン
パク質に加えて RNA を含む顆粒を形成する。このことは、HERMES 顆粒の機
能が神経突起を伸長する前（未分化 RGC-5 細胞）と神経突起伸長後（分化した
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RGC-5 細胞）で異なる可能性を示唆している。ここからは、これらの顆粒の機
能について考察する。	 
	 本研究で私は、RGC-5 細胞の神経突起伸長に関連して、HERMES が NonO, PSF, 
G3BP1 とともに細胞質 RNP 顆粒を形成することを見出した。この顆粒は神経細
胞で特異的に形成され、KIF5A との相互作用を介して神経突起に移動、局在化
することが示唆された。KIF5A は神経特異的に発現するモータータンパク質で 
(Kanai et al., 2000)、アミロイド前駆体タンパク質やアポリポタンパク質 E 受容体
2 を乗せた輸送担体を軸索に輸送し、AMPA 型受容体を含む輸送担体や mRNA-
タンパク質複合体（mRNP）を樹状突起に輸送することが報告されている	 (Kamal 
et al., 2000; Kanai et al., 2004; Setou et al., 2002; Verhey et al., 2001)。これらの知見
は、HERMES-NonO-G3BP1 RNP 顆粒が樹状突起に mRNA を輸送する輸送 RNP
であることを強く示唆している。HERMES 輸送 RNP はどのようにして KIF5A
と相互作用するのだろうか。NonO と KIF5A は RNA を介して間接的に結合する
ことがこれまでに示唆されていることから、HERMES 輸送 RNP と KIF5A を直
接的に結びつける因子は NonO ではないと推測される (Kanai et al., 2004)。
HERMES 輸送 RNP がどのような RNA を輸送するかは明らかになっていない。
しかしながら HERMES 輸送 RNP の構成因子である PSF は、3’UTR 配列を介
してCamK IIα mRNAを樹状突起に輸送することが示唆されているため	 (Kanai 
et al., 2004)、HERMES RNP が CamK IIα mRNA を輸送する可能性は十分に考え
られる。一般に、輸送 RNP に含まれる mRNA は、異所的な翻訳を防ぐために翻
訳抑制状態におかれる。また HERMES 輸送 RNP は翻訳抑制の場として働くス
トレス顆粒の主要な構成因子を内包することから、HERMES 輸送 RNP は『翻訳
抑制』という性質をもつ顆粒であることが強く示唆される。	 
	 以上のように、HERMES 顆粒は分化した RGC-5 細胞において輸送 RNP とし
て機能する。しかしながら、HERMES, NonO, G3BP1 の細胞質における局在は完
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全に一致するわけではなく、未分化 RGC-5 細胞で形成されるような NonO を含
まない HERMES 顆粒も細胞質中に存在すると考えられる。では、NonO を含ま
ない HERMES 顆粒はどのような機能をもつのだろうか。	 
	 siRNA によって Hermes 遺伝子の発現を抑制した RGC-5 細胞の集団では、細
胞の分化状態にかかわらず、野生型の細胞集団と比較して常に細胞数が増加す
ることが明らかになった。この結果は、HERMES が RGC-5 細胞の増殖を負に、
あるいは細胞死を正に制御することを示唆している。HERMES 顆粒はこれらの
調節因子をコードする mRNA をリクルートして翻訳のタイミングや安定性を決
定する場として働き、恒常的に細胞増殖や細胞死の制御に貢献する可能性があ
る。また、HERMES がタンパク質間相互作用によって調節因子そのものを顆粒
内に取り込み、それらの機能を時空間的に制限することも考えられる。	 
	 
3.	 HERMES が RGC 特異的に発現する意義	 
	 HERMES はなぜ RGC 特異的に発現するのだろうか。以下にいくつか仮説を
立てて考察する。	 
	 
1.	 HERMES は RNP 顆粒を構成する RNA に RGC 特異性を形成する	 
	 HEK293T 細胞を用いた CLIP-seq 解析は、HERMES が多種多様な RNA に結合
することを示した (Farazi et al., 2014)。これは、HERMES 自体の RNA に対する
特異性が決して高くないことを示唆している。では HERMES 顆粒は、HERMES
が結合し得る RNA が寄せ集まってできた、機能的に関連のない RNA とタンパ
ク質の複合体なのだろうか。おそらくそうではない。HERMES 輸送 RNP を例に
考えてみると、この顆粒には樹状突起に輸送されるべき RNA が含まれ、関係の
ない RNA は含まれないはずである。このような RNA の選択性はどのようにし
て形成されるのだろうか。	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 スプライシング反応を制御するRNA結合タンパク質RBFOXと筋特異的RNA
結合タンパク質 SUP-12 は、それぞれの認識配列がグアニン 1 塩基を挟んで隣り
合う領域において安定な複合体を形成し、11 塩基からなる配列を正確に認識す
ることで egl-15 mRNA 前駆体の筋特異的選択的スプライシングに貢献する 
(Kuwasako et al., 2014)。このことは、特異的かつ多様性の高い RNA 認識の背景
に、複数の RNA 結合タンパク質の恊働があることを示唆している。HERMES
顆粒では HERMES と他の RNA 結合タンパク質との恊働によって顆粒にリクル
ートされるべき RNA が選別され、結果として顆粒を構成する RNA に RGC 特異
性が形成されると考えられる。KIF5 と相互作用する輸送 RNP には少なくとも
40 種のタンパク質が含まれることから (Kanai et al., 2004)、HERMES と恊働する
RNA 結合タンパク質は 1 つではないことが予想される。RGC では、HERMES
との相互作用を基点として、RNA 結合タンパク質による遺伝子発現制御ネット
ワークが RGC 特異的な様式に変成されているのかもしれない。	 
	 
2.	 HERMES は RGC 軸索が脳に到達するまでの過程を保障する	 
	 網膜を構成する神経細胞の中で、長距離投射をする細胞は RGC だけである。
HERMES はこの RGC 特異的な投射に必要なのだろうか。hermes 遺伝子の発現
をアンチセンスモルフォリノオリゴで抑制したゼブラフィッシュとツメガエル
では、RGC の軸索ブランチングの複雑性は低下するものの標的細胞への軸索伸
長は正常に行われる	 (Hörnberg et al., 2013)。本研究でも siRNA による Hermes 遺
伝子発現抑制が RGC-5 細胞の神経突起伸長に目に見える影響を及ぼさないとい
う結果を得ており、HERMES は RGC の標的細胞への軸索伸長に関与しないこと
が示唆される。よってこの仮説は棄却できる。	 
	 
3.	 HERMES は RGC の軸索ブランチングを制御する	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 軸索ブランチングの過程では、ダイナミックなブランチの付加と刈り込み
が観察される。アンチセンスモルフォリノオリゴによって hermes 遺伝子の発現
を抑制したゼブラフィッシュとツメガエルでは、RGC の軸索ブランチの付加が
抑制されることがわかっている。一方で、付加されたブランチの刈込みには影
響が見られなかったことから、Hermes はブランチの付加を制御する機構で何ら
かの機能をもつと考えられる。RRM より C 末端側の領域を削った変異型 Hermes
においても同様の抑制効果が得られたことから、Hermes は C 末端領域を介して
何らかの因子と相互作用することで軸索ブランチングを制御することが示唆さ
れる。 
	 ブランチの付加には、細胞外シグナル因子による細胞骨格の再編成が誘導さ
れる必要がある。RGC の軸索ブランチングを惹起する細胞外シグナル因子とし
ては Netrin-1 や BDNF（brain-derived neurotrophic factor）が挙げられ (Manitt et al., 
2009)、これらの刺激は ENA/VASP（enabled/vasodilator-stimulated phosphoprotein）
よるアクチンフィラメントの伸長促進に重要であることが示唆されている 
(Bear & Gertler, 2009; Lebrand et al., 2004)。ENA/VASP の欠失はツメガエル RGC
の軸索ブランチングを減少させる (Dwivedy et al., 2007)。この他にも軸索ブラン
チングを制御する因子が多数同定されており (Kalil & Dent, 2014)、HERMES は
それらの因子を転写後レベルで制御することで正常な軸索ブランチングを保障
するのかもしれない。  
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4.	 今後の課題	 
	 本研究では、これまで謎に包まれていた HERMES の分子機能を理解する上で
重要な知見を得ることができた。しかしながら、HERMES 輸送 RNP がどのよう
な RNA を神経突起に輸送するかは明らかにできていない。また今回同定した
NonO, G3BP1 を構成因子とする HERMES 輸送 RNP が生体 RGC にも存在するか
は確認できていない。加えて、未分化 RGC-5 細胞で形成される NonO を含まな
い HERMES 顆粒の機能は未解明である。今後はモデル生物を用いた解析を検討
するとともに、RGC-5 細胞の分化の前後で HERMES 顆粒に含まれる RNA とタ
ンパク質を免疫沈降によって回収し、それらを次世代シークエンサーや質量分
析によって網羅的に同定することでHERMESによる転写後遺伝子発現制御の実
体を明らかにしたい。 
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図 1	 HERMESは脊椎動物間でよく保存された RNA結合タンパク質で
ある	 
ゼブラフィッシュ、アフリカツメガエル、マウス、ヒト HERMESのアミノ酸
配列を示す。青い線はRNA	 	 Recognition	 	 Motifの位置を表し、青い四角で囲わ
れた部分はN末端側からそれぞれRNP2、RNP1である。	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図 2	 網膜の構造	 
網膜は 5種類の神経細胞が層状に配置した感覚器官である。外界からの光刺激
は視細胞によって受容、神経シグナルに変換され、水平細胞、アマクリン細胞
による修飾を受けながら双極細胞を経て網膜神経節細胞（RGC）へと伝達され
る。RGCの軸索は眼球から脱出して視神経を形成し、脳に投射することで脳と
網膜を物理的に連絡している。	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図3	 zHermesはゼブラフィッシュ初期胚の網膜組織においてRGC層特
異的に発現する	 
ゼブラフィッシュ48hpf胚から網膜組織の凍結切片を作成し、抗Zn-8抗体と抗
zHermes抗体を用いて免疫二重染色実験を行った。Zn-8はRGC特異的に発現
する膜貫通型糖タンパク質である。核染色にはDAPIを用いた。	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図4	 Hermes	 mRNAの発現量はRGC-5細胞の分化の前後で一定である	 
(A)	 RGC-5細胞をSTSかコントロール溶液（STSを溶かした溶媒:	 DMSO）で
24時間刺激し、固定、脱膜した後に抗アセチル化チューブリン抗体による免疫
染色を行った。抗アセチル化チューブリン抗体による染色像	 (赤)	 とDAPIによ
る核染色	 (青)	 をマージしたものを明視野像とともに示す。(B)	 STS刺激によっ
て分化を誘導したRGC-5細胞と未分化RGC-5細胞からtotal	 	 RNAを抽出し、
cDNAを合成して reverse	 	 transcriptional-quantitative	 	 polymerase	 	 chain	 
reaction	 	 (RT-qPCR)	 によるHermes	 mRNAレベルの定量を行った。内在性コ
ントロール遺伝子にはCyclophilinを用い、この遺伝子の発現レベルを基準とし
てHermes	 mRNAレベルのノーマライゼーションを行った。グラフは3回試行
の平均値+標準偏差を表している。	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図 5	 HERMESは RGC-5細胞の分化状態にかかわらず細胞質で顆粒を
形成する	 
STS刺激によって分化を誘導した RGC-5細胞とコントロール溶液で刺激した
未分化 RGC-5細胞に DsRed	 	 (B)	 あるいは DsRed-HERMES 発現ベクター	 
(A)	 を核移行シグナルを付加したGFP	 (NLS-GFP)	 発現ベクターとコトランス
フェクションし、24時間後に蛍光観察を行った。C,	 DはA,	 	 Bの白枠で囲った
部分をそれぞれ拡大したものであり、矢頭は神経突起における HERMESの顆
粒状の構造体を示している。	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図 6	 siRNAによる Hermes遺伝子ノックダウンは RGC-5細胞の生細
胞数を増加させる	 
(A)	 Hermes	 siRNAを導入したRGC-5細胞をSTSまたはコントロール溶液で刺
激し、24時間後に生細胞数を計測した。コントロール溶液で刺激し、Control	 
siRNAを導入した RGC-5細胞の生細胞数を 1としたときの相対値をグラフに
示す。比のt検定より、危険率p	 <	 0.05	 (*)	 、0.01	 (**)で有意差有り。平均+標
準偏差、N	 =	 3.	 (B)	 Control	 siRNAまたはHermes	 siRNAをトランスフェクシ
ョンした RGC-5細胞を STSあるいはコントロール溶液で刺激し、免疫染色を
行った。抗アセチル化チューブリン抗体による染色像	 (赤)	 を明視野像にマージ
したものを示す。核はDAPIで染色した。(C)	 Hermes	 siRNA	 duplexをRGC-5
細胞にトランスフェクションし、24時間培養した後にSTSで24時間刺激して
分化を誘導した。これらの細胞についてHermes遺伝子の発現をRT-PCRで検
討した。内在性コントロールとしてα-チューブリン遺伝子を用いた。	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図 7	 HERMESと相互作用するタンパク質同定のためのスキーム	 
FLAG-HERMES発現ベクターをRGC-5細胞にトランスフェクションし、STS
あるいはコントロール溶液で24時間刺激した後にこれらから細胞抽出液を作成
した。得られた細胞抽出液について抗FLAG抗体による免疫沈降実験を行い、
免疫沈降物をSDS-PAGEで分離した後に銀染色で可視化した。その後、興味の
あるタンパク質バンドを切り出して質量分析を行った。免疫沈降のネガティブ
コントロールにはIgGを用いた。	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図8	 HermesはSTS刺激によって分化したRGC-5細胞においてNonO、
PSFと相互作用する	 
(A)	 FLAG-HERMESと共沈降したタンパク質のSDS-PAGE後の銀染色像。実
験のスキームは図 7に示した通り。矢頭は HERMESと共沈降したタンパク質
群のうち、STS刺激によって分化したRGC-5細胞特異的に得られたものを示す。
質量分析の結果、これらは NonO、PSFであることが示唆された。IP:	 
immunoprecipitaion	 (免疫沈降),	 α:	 anti.	 (B)	 図7のスキームで得られた免疫沈
降物をRNase	 	 Aで処理し、複合体中のRNAを分解した後に、抗FLAG抗体、
抗NonO抗体によるウェスタンブロッティングを行った。RNase処理のネガテ
ィブコントロールには水を用いた。矢頭は FLAG-HERMESを、アスタリスク
はIgGのバンドをそれぞれ示す。IB:	 immunoblot	 (ウェスタンブロッティング).	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図 9	 HERMESは RNAを内包する NonO顆粒と神経突起で共局在する	 
(A)	 RGC-5細胞をSTSまたはコントロール溶液で24時間刺激し、固定、脱膜
した後に抗 NonO抗体による免疫染色を行った。核の対比染色には DAPIを用
いた。矢頭は神経突起に局在するNonO顆粒を示している。(B)	 	 (A)と同様の方
法で分化を誘導したRGC-5細胞と未分化RGC-5細胞を固定、脱膜し、抗NonO
抗体と抗PSF抗体を用いて免疫二重染色を行った。核はDAPIで対比染色した。
白矢頭は細胞体、黒矢頭は神経突起におけるNonOとPSFの共局在を示す。	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図 9	 HERMESは NonOと神経突起で共局在する	 
(C)	 DsRed-HERMESとGFP-NonOを発現するベクターをRGC-5細胞にコト
ランスフェクションし、STSまたはコントロール溶液で24時間刺激した。矢頭
は神経突起においてHERMESとNonOが共局在している部位を示す。左下の
白枠内に示す像は中央やや上の白枠で囲われた部分を拡大し、蛍光シグナルを
増強させたものである。(D)	 STS溶液で24時間刺激したRGC-5細胞を固定し、
SYTO®	 	 RNASelectでRNAを選択的に染色した後に抗NonO抗体による免疫
染色を行った。核の対比染色には DAPIを用いた。矢頭は RNAと NonO顆粒
の神経突起における共局在を示す。	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図 10	 Hermes遺伝子発現抑制は NonOの細胞質における顆粒化に影響
しない	 
HermesとHermes2（Rbpms2）遺伝子に対するsiRNAをRGC-5細胞にトラ
ンスフェクションし、24時間インキュベートした後に GFP-NonOを強制発現
させて STS	 (B)	 またはコントロール溶液	 (A)	 で 24時間刺激した。図は GFP
の蛍光像とそれを明視野像にマージしたものを示す。siRNAのネガティブコン
トロールにはコントロールsiRNA	 duplexを使用した。またGFP発現ベクター
をコントロールとしてトランスフェクションした。神経突起における
GFP-NonOの局在を矢頭に示す。	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図11	 siRNAによる遺伝子発現抑制効果のウェスタンブロッティングに
よる検証	 
Hermes	 siRNAとHermes2	 siRNAをRGC-5細胞にトランスフェクションし、
24時間インキュベートした後にSTS溶液で24時間刺激して分化を誘導した。
これらの細胞から細胞抽出液を作成し、HERMESとHERMES2のどちらにも
反応する抗RBPMS抗体と抗β-ACTIN抗体を用いてウェスタンブロッティング
を行った。siRNAのネガティブコントロールにはコントロール siRNA	 	 duplex
を用いた。	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図 12	 HERMESと G3BP1は RNAを介さずに直接的に相互作用する	 
(A)	 HA-HERMES発現ベクターをRGC-5細胞にトランスフェクションし、STS
またはコントロール溶液で24時間刺激した。これらの細胞から作成した細胞抽
出液を用いて抗 HA抗体による免疫沈降を行い、得られた免疫沈降物について
抗G3BP1抗体、抗HA抗体によるウェスタンブロッティングを行った。免疫沈
降のネガティブコントロールにはIgGを用いた。(B)	 HA-HERMES発現ベクタ
ーをHeLa細胞にトランスフェクションし、24時間後に細胞を回収して細胞抽
出液を作成した。この細胞抽出液を用いて抗 HA抗体による免疫沈降を行い、
得られた免疫沈降物をRNase	 Aで処理して抗G3BP1抗体、抗HA抗体による
ウェスタンブロッティングを行った。免疫沈降とRNase処理のネガティブコン
トロールにはそれぞれIgGと水を用いた。	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図 13	 NonOと G3BP1は直接的に相互作用し、神経突起で顆粒を形成
して共局在する	 
(A)	 	 STSまたはコントロール溶液で24時間刺激したRGC-5細胞から細胞抽出
液を作成し、抗G3BP1抗体を用いて免疫沈降を行った。得られた免疫沈降物を
RNase	 	 Aで処理し、抗NonO抗体、抗G3BP1抗体を用いてウェスタンブロッ
ティングを行った。免疫沈降とRNase処理のネガティブコントロールにはそれ
ぞれ IgGと水を用いた。(B)	 	 STSまたはコントロール溶液で 24時間刺激した
RGC-5細胞を固定、脱膜処理し、抗NonO抗体と抗G3BP1抗体を用いて免疫
二重染色を行った。核は DAPIを用いて対比染色した。矢頭は神経突起におけ
るNonOとG3BP1の共局在を示す。	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図 14	 細胞ストレスは NonOの細胞質における顆粒形成を誘導しない	 
亜ヒ酸またはH2O2で処理して細胞ストレスを誘導したRGC-5細胞を、固定、
脱膜処理し、抗 NonO抗体、抗 G3BP1抗体による免疫二重染色を行った。核
の対比染色にはDAPIを用いた。細胞質におけるG3BP1顆粒を矢頭で示す。	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図 15	 TSAは HERMES,	 NonO,	 G3BP1を構成因子とする細胞質 RNP
顆粒の形成を誘導する	 
(A)	 	 TSAまたはコントロール溶液（DMSO）で24時間刺激したRGC-5細胞を
固定、脱膜し、抗 NonO抗体と抗 G3BP1抗体による免疫二重染色を行った。
核は DAPIを用いて対比染色した。細胞質における NonOと G3BP1の共局在
を矢頭で示す。(B)	 	 DsRed-HERMESとGFP-NonOをRGC-5細胞に強制発現
させ、TSAで24時間刺激した後に蛍光顕微鏡下で観察した。左下の白枠内の像
は左上の白枠で囲われた部分の蛍光シグナルを増大させたものである。矢頭は
DsRed-HERMESとGFP-NonOの神経突起における共局在を示している。	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図 16	 HeLa細胞では細胞質における NonO顆粒の形成は誘導されない	 
(A)	 	 STS、亜ヒ酸、コントロール溶液のいずれかで刺激したHeLa細胞を固定、
脱膜処理し、抗 NonO抗体と抗 G3BP1抗体を用いて免疫二重染色した。核の
対比染色にはDAPIを使用した。矢頭は細胞質におけるG3BP1顆粒を示す。(B)	 	 
DsRed-HERMESと GFP-NonOを HeLa細胞に強制発現させ、STSまたはコ
ントロール溶液で24時間刺激した後に蛍光顕微鏡下で観察した。	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図 17	 G3BP1と KIF5Aは RGC-5細胞の神経突起において共局在する	 
STSで24時間刺激したRGC-5細胞を固定、脱膜処理し、抗G3BP1抗体と抗
KIF5A抗体を用いて免疫二重染色した。核の対比染色にはDAPIを用いた。神
経突起におけるG3BP1とKIF5Aの共局在を矢頭で示す。	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図 18	 hnRNP	 	 K,	 	 PABPは NonO,	 G3BP1を構成因子とする細胞質顆
粒と共局在する	 
STSまたはコントロール溶液で24時間刺激したRGC-5細胞を固定、脱膜処理
し、抗NonO抗体と抗hnRNP	 K抗体	 (A)、抗PABP抗体と抗G3BP1抗体	 (B)、
抗PABP抗体と抗hnRNP	 K抗体	 (C)	 を用いて免疫二重染色した。核はDAPI
を用いて対比染色した。神経突起におけるそれぞれのタンパク質の共局在を矢
頭で示す。	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図 19	 HERMESは RGC-5細胞の分化にともなって NonO,	 hnRNP	 K
などと細胞質 RNP顆粒を形成し、KIFとの相互作用を介して輸送 RNP
として働く	 
	 
	 
	 
